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（入射）光 → 角膜 → 眼房水 → 虹彩／瞳孔 → 水晶体 →  
硝子体 → 網膜（視細胞→水平細胞→双極細胞→アマクリン細胞→ 












































(Primary Open-Angle Glaucoma；POAG) に分類される。ごく一部の患者では急激
に眼圧が上昇し、一時的に吐き気や頭痛、眼の痛み、目の霞を自覚する原発閉
塞隅角緑内障 (Primary Angle-Closure Glaucoma；PACG) を罹患する場合もある。
また、前述の多治見スタディによれば、眼圧が正常にも関わらず、視神経障害
の異常が見られる正常眼圧緑内障 (Normal Tension Glaucoma：NTG) の患者が多
い事も明らかとなった。その他にも先天的、後天的に誘発される緑内障も散見
されている。 
前述の多治見スタディによれば、日本人の平均眼圧は 14.5 mmHg であり、



































使用されている (Fig. 3)。 


















必要な添加物であるが、前述の通り副作用発症の要因であり、多数の in vitro お
よび in vivo の研究成果が報告されている。 
本研究では、(1) 新しい作用機序を有する緑内障治療薬、特に主経路からの
房水流出経路と線維柱帯の収縮弛緩に着目して、ブタ由来線維柱帯細胞を用い



























トリックス (Ⅰ型、Ⅲ型、Ⅳ型、Ⅴ型、Ⅵ型のコラーゲン) や糖タンパク質 (ラ
ミニンやフィブロネクチン) の生合成や分泌機能を有する (Yun et al., 1989) 、
(2) マトリックスメタロプロテイナーゼ (matrix metalloproteinase：MMP) ファミ
リー  (MMP-1、 2 、 3 、 9) や MMP 阻害タンパク質  (tissue inihibitor of 
metalloproteinase：TIMP-1) を産生する (Alexander et al., 1991)、(3) マクロファー
ジのようなファゴサイトーシス (Rohen et al., 1975) や平滑筋細胞の機能特性 











細胞骨格調節薬である ethacrynic acid (Wiederholt et al., 1997; Gills et al., 
1998)、cytochalasin B もしくは cytochalasin D (Johnstone et al., 1980; Johnson et al., 
1997)、latrunculin-A もしく は B (Liu et al., 2003) の他に、細胞内シグナル調節薬
である H-7 (Tian et al., 1998)、Y-27632 (Honjo et al., 2001)、ML-9 (Honjo et al., 2002) 
のような各種キナーゼ阻害薬が細胞骨格を変化させることが報告されている。
これら調節薬が房水流出量を促進し、眼圧下降させることがサルやウサギを用




及している (Finesmith et al., 1990) 。本法は簡易的に in vitro で細胞間収縮能を評
価することが可能であり、線維芽細胞を用いた多数の研究報告がなされている。
すなわち、線維芽細胞が (1) 結合組織由来の細胞外マトリックスの産生源であ
る事、(2) 皮膚  (Finesmith et al., 1990)、肝臓  (Thimgan et al., 1999)、心臓 
(Eschenhagen et al., 1997)、平滑筋 (Yamamoto et al., 1996) の創傷治癒、線維化促
進に寄与している。さらに、角膜の実質細胞 (Mishima et al., 1998)、テノン嚢由
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来の線維芽細胞 (Porter et al., 1998)、網膜色素細胞 (Raymond et al., 1990)、硝子
体のヒアロサイト (Hirayama et al., 2004)、線維柱帯細胞 (Nakamura et al., 2002) 
を用いた研究でも 3 次元コラーゲンゲル培養法は利用されている。ウシ胎仔血
清  (fetal bovine serum：FBS) (Borderie et al., 1999) や形質転換増殖因子 
(transforming growth factor：TGF) - β1、上皮細胞増殖因子 (epidermal growth 
factor：EGF)、血小板由来増殖因子 (platelet-derived growth factor：PDGF) - BB 、
塩基性線維芽細胞増殖因子 (basic fibroblast growth factor：bFGF)、fibronectin お
よび vitronectin といった多種の成長因子がコラーゲンゲル収縮を促進する 
(Assouline et al., 1992; Nakamura et al., 2003)。TGF-β1 が Rho-associated protein 
kinase (Rho-associated kinase：ROCK) や myosin light chain kinase (MLCK) を活性
化し、ウシ由来線維柱帯細胞間の収縮をコラーゲンゲル培養法にて評価出来る











ダルベッコ改変培地 (Dulbecco’s Modified Eagle Medium：DMEM)、アンホテ
リシン B、組み換えヒト由来の PDGF-BB、組み換えヒト由来の TGF-β1、ホルボ
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ールミリステートアセテート (phorbol 12-myristate 13-acetate：PMA)、roscovitine、
tyrphostin (AG879、AG82、AG490、AG494、AG527、AG555、AG1296)、パパベ
リン塩酸塩、H-7、ビスインドールマレイミド (bisindolylmaleimide：BIM)  I、
chelerythrine chloride、ML-9、thapsigargin、LY294002、ouabain、BQ-123、BQ-788、
N6-cyclohexyladenosine、metrifudil、N6-(2-amino-phenyl)ethyladenosine、CGS15943
および resazurin は、Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA) から購入した。Y-27632
は、Calbiochem Novabiochem (San Diego, CA, USA) から購入した。CP-55,940 は、
Tocris Cookson (Bristol, UK) から購入した。FBS は、三光純薬株式会社 (現在、
エーディア株式会社に改称) (Tokyo, Japan) より購入した。カナマイシン硫酸塩
と cell dissociation buffer は、Invitrogen (Carlsbad, California, USA) から購入した。
15-Deoxy prostaglandin J2 は、BIOMOL (現在、Enzo Life Sciences に改称) (Plymouth 
Meeting, PA, USA) よ り 購 入 し た 。
1,1’-Dioctadecyl-3,3,3’,3’-tetramethylindocarbocyanine perchlorate (DiI)-acetyl LDL
は 、 Biomedical Technologies (Stoughton, MA, USA) よ り 購 入 し た 。
N-(6-Aminohexyl)-5-chloro-1- naphthalenesulfonamide hydrochloride (W-7) 、
ethacrynic acid、itrendipine、sodium pravastatin、simvastatin、genistein、Hoechst 33258、
クリスタルバイオレット、resazurin および 4%パラホルムアルデヒド溶液は、和
光純薬工業株式会社 (Osaka, Japan) より購入した。Cellmatrix (ブタ腱由来酸可溶
性の I 型コラーゲン) は、新田ゼラチン株式会社 (Yamagata, Japan) より購入し
た。ハンクス緩衝液 (Hank’s Balanced Salt Solution：HBSS) は、日水製薬株式会










組織をハサミで数 mm 程度に細切後 6 ウェルのセルカルチャープレートに置き、
10%の FBS、100 μg/mL のカナマイシン硫酸塩、1.25 μg/mL のアンホテリシン B
を含む DMEM 培地の中で 37℃、95%空気-5%炭酸ガス、100%湿度の条件下で器
官培養した。培養開始してから数日後、同組織より線維柱帯由来の細胞 (porcine 
trabecular meshwork cells：pTM) が外生し、80-100%程度のコンフルエントに達
したら、cell dissociation buffer にて pTM をセルカチャープレートから剥離させ、
225 cm2 のカルチャーフラスコで継代し続けた。今回の実験では、2～3 代の継代
条件で得た pTM を使用した。pTM は、光学顕微鏡下による細胞形状と DiI-acetyl 
LDL による LDL 受容体の結合を蛍光顕微鏡下で確認、同定した。 
 
2-2-2 ブタ線維柱帯由来細胞の確認と同定 
pTM を 5.0x103 個/ウェルで 96 穴カルチャープレートに播種後、10%FBS と
100 µg/mLカナマイシンを含むDMEMの中で 37℃ (95%空気-5%炭酸ガス、100%
湿度の条件下)、一晩培養した。DMEM を除去し、5 μg/mL の蛍光色素 DiI で標
識された Ac-LDL を含む DMEM で 5 時間、前述の条件下で培養した。培養後、
pTMをHBSSで 2度洗浄した。200 μMのHoechst 33258を含むDMEMで 5分間、
前述の条件下で再培養した。続けて、pTM を HBSS で 2 度洗浄し、4%のパラホ
ルムアルデヒド溶液を使って室温下で固定した。DiI と Hoechst 33258 の両プロ
ーブをオリンパス株式会社製の蛍光顕微鏡 (Tokyo, Japan) で観察した。DiI によ
る蛍光は励起波長 550 nm、蛍光波長 565 nm、Hoechst 33258 による蛍光は励起波
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ブタ腱由来のⅠ型コラーゲンと pTM を低温下で混合 (1x105 個/mL) し、24
ウェルのセルカルチャープレートに 500 µL ずつ播種し、37℃ (95%空気-5%炭酸
ガス、100%湿度の条件下)、1 時間培養しゲル化させた。ゲル化させたコラーゲ










pTM を 5.0x103 個/ウェルで 96 ウェルのセルカルチャープレートに播種後、
DMEM の中で 37℃ (95%空気-5%炭酸ガス、100%湿度の条件下) 、一晩培養し
た。培養後 DMEM を取り除き、0.5%の FBS 入り DMEM で 10-8-10-5 M に調製し
た各種薬剤を同プレートに添加し、さらに 48 時間培養した。あらかじめ調製し
ていた 20 µM レサズリンを含む DMEM に置き換えて、2 時間インキュベート後、
蛍光強度（励起波長 560 nm、蛍光波長 590 nm）を蛍光測定用プレートリーダー 






各種薬剤のコラーゲンゲルの収縮に対する 50%抑制率 (ID50) および 50%細
胞障害率 (LD50) を各々算出し、3 つのカテゴリーに分類した。すなわち、(1) 細
胞毒性を示さず、各種薬剤がコラーゲンゲルの収縮を抑制した場合、(2) LD50 値
が 10.0 µM 以上であり、かつコラーゲンゲルの収縮を抑制した場合、(3) LD50 値
が 10.0 µM 以下であり、かつコラーゲンゲルの収縮を抑制した場合に分類した。 







生してきた細胞は顕微鏡下、紡錘状の形状を示していた (Fig. 4A) 。Hoechst 
33258 により核は緑色蛍光で観察された (Fig. 4B) 。pTM に LDL 受容体が発現
しているか、DiI で標識された Ac-LDL を用いた結合実験を行った所、赤色の蛍
光で検出された (Fig. 4C) 。Fig. 4B と Fig. 4C の観察結果より、確かに培養で得






Fig. 4 Identification of Porcine Trabecular Meshwork Cells (pTM) by 
detection of acetyl Low Density Lipoprotein (LDL) receptors and nuclei ; 
pTM were cultured in multi-plate wells.  
A showed spindle shapes by phase microscopy. B and C showed fluorescence 
micrographs of nuclei and 1,1’-dioctadecyl-3,3,3’,3’-tetramethyl 
-indocarbocyanine perchlorate DiI-labeled LDL, respectively. D merged image of 







ルに包埋した線維柱帯細胞の FBS による収縮作用を確認し、使用する FBS の至
適濃度を決定した。FBS 未添加の場合、コラーゲンゲル収縮作用が全く認めら
れなかった (Fig. 5A と 5B)。一方、FBS を添加すると、濃度依存的なコラーゲン
ゲル収縮が認められた (Fig. 5Aと5B) 。FBSと同様に、PDGF-BBを添加すると、
濃度依存的なコラーゲンゲル収縮が認められた (Fig. 5A と 5B)。今回データは示
していないが、TGF-β1 や protein kinase C 活性化薬である phorbol 12-myristate 









Fig. 5 Effects of FBS and additive PDGF-BB on contraction of collagen gel 
containing pTM cells.  
A showed representative photographs of collagen gel stained by crystal violet after 
48hours culture and effect of PDGF-BB on both concentration of FBS-stimulated 
collagen gel contraction and viable cells. Various concentrations of PDGF-BB 
solution were added and cultured on collagen gels in the presence of FBS at 
concentrations of 0.5%. B showed the areas of collagen gels were measured and 
data were shown as % of collagen gel’s area without FBS. Open columns were 
0.5% FBS-stimulated contraction and solid columns were 2% FBS. Simbols, “-” or 
“+” were shown with or without FBS. Solid line was shown as cell viability (%). 
Data were the mean ± SE of triplicate. *P<0.05, ***P<0.005 versus 0.5% FBS 
alone, #P<0.05, ###P<0.005 versus 2% FBS alone. 
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0.5%の FBS 存在下 10-7-10-5 M の種々の protein kinase 阻害薬を使用して検討
したところ、10-6-10-5 M の範囲でコラーゲンゲル収縮を抑制した。しかしながら、
2%のFBS存在下では、この抑制作用が減弱した。例えば、ROCK阻害薬のY-27632
は 10-5 M でコラーゲンゲル収縮を抑制し、細胞毒性は認められなかった 
 (Fig. 6A) 。Cyclin 依存性 kinase 阻害薬の roscovitine (Fig. 6B) や tyrosine kinase
阻害薬の tyrphostin AG879 (Fig. 6C) もY-27632と同様に細胞に対して毒性を示さ
ず、コラーゲンゲル収縮を抑制した。PI3-K 阻害薬の wortmannin  (Fig. 6D) お
よび PKC 阻害薬の chelerythrine chloride もコラーゲンゲル収縮を抑制したが、細
胞毒性を示した (Fig. 6E)。データは示していないが、MLCK 阻害薬の ML-9 や











Fig. 6 Effects of Y-27632 (A), roscovitine (B), tyrphostin AG879 (C), 
wortmannin (D) and chelerythrine chloride (E) on collagen gel contraction 
induced by 0.5% and 2% FBS and viable cells.  
Various concentrations of inhibitors were added and cells were cultured on 
collagen gels in the presence of FBS at a concentration of 0.5% or 2%.The areas of 
collagen gels were measured and data were shown as % of collagen gel’s area 
without FBS. Open columns were 0.5% FBS-stimulated contraction and solid 
columns were 2% FBS. Simbols, “-” or “+” indicated with or without FBS. Solid 
line was shown as cell viability (%). Data were the mean ± SE of triplicate. 





Na+, K+-ATPase 阻害薬でかつて利尿薬として臨床使用されていた ethacrynic 
acid も 10-5 M でコラーゲンゲル収縮を抑制した (Fig. 7A)。Ca2+-ATPase 阻害薬の
thapsigargin (Fig. 7B) や 3-hydroxy-3-methylglutarylcoenzyme A (HMG-CoA) 阻害
薬で高脂血症治療薬の simvastatin (Fig. 7C) も濃度依存的にコラーゲンゲル収縮
を抑制した。しかしながら、データは示していないが、前述のchelerythrine chloride
と同様、強い細胞毒性を示した。データは示していないが、ホスホジエステラ











Fig. 7 Effects of ethacrynic acid (A), thapsigargin (B) and simvastatin (C) on 
collagen gel contraction induced by 0.5% and 2% FBS and viable cells.  
Various concentrations of inhibitors were added and cells were cultured on 
collagen gels in the presence of FBS at a concentration of 0.5% or 2%.The areas of 
collagen gels were measured and data were shown as % of collagen gel’s area 
without FBS. Open columns were 0.5% FBS-stimulated contraction and solid 
columns were 2% FBS. Simbols, “-” or “+” indicated with or without FBS. Dot 
line was shown as cell viability (%). Data were the mean ± SE of triplicate. 
*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.005 versus 0.5% FBS alone, ##P<0.01, ###P<0.001 









アデノシン A2 受容体アゴニストの metrifudil は 10-6 M でコラーゲンゲル収
縮を抑制した (Fig. 8A)。データは示さないが、アデノシン A3 受容体アゴニス
トの N6-(2-amino-phenyl)ethyladenosine や非選択的アデノシン受容体アゴニスト
である cyclohexyladenosine もコラーゲンゲル収縮を抑制した。 
カンナビノイド受容体アゴニストの CP-55,940 (Fig. 8B) やエンドセリン受
容体 A アンタゴニストの BQ-123 (Fig. 8C) も 10-5 M でコラーゲンゲル収縮を抑
制したが、細胞毒性が認められた。データは示さないが、K-ATP チャネルブロ











Fig. 8 Effects of metrifudil (A), CP-55,940 (B) and BQ-123 (C) on collagen gel 
contraction induced by 0.5% and 2% FBS and viable cells.  
Various concentrations of inhibitors were added and cells were cultured on 
collagen gels in the presence of FBS at a concentration of 0.5% or 2%.The areas of 
collagen gels were measured and data were shown as % of collagen gel’s area 
without FBS. Open columns were 0.5% FBS-stimulated contraction and solid 
columns were 2% FBS. Simbols, “-” or “+” indicated with or without FBS. Solid 
line was shown as cell viability (%). Data were the mean ± SE of triplicate. 









細胞骨格調節薬である colchicin (Fig. 9A) や脱リン酸化酵素阻害薬であるオ
カダ酸 (Fig. 9B) は濃度依存的にコラーゲンゲル収縮を抑制したが、細胞毒性が
認められた。 
 
Fig. 9 Effects of colchicine (A) and okadaic acid (B) on collagen gel contraction 
induced by 0.5% and 2% FBS and viable cells.  
Various concentrations of inhibitors were added and cells were cultured on collagen 
gels in the presence of FBS at a concentration of 0.5% or 2%.The areas of collagen 
gels were measured and data were shown as % of collagen gel’s area without FBS. 
Open columns were 0.5% FBS-stimulated contraction and solid columns were 2% 
FBS. Simbols, “-” or “+” indicated with or without FBS. Solid line was shown as 
cell viability (%). Data were the mean ± SE of triplicate. *P<0.05, **P<0.01, 











Table 1 には、各種薬剤のコラーゲンゲル収縮に対する 50%抑制率 (ID50) と
50%細胞障害率 (LD50) の関連性をまとめた。その結果、3 つのカテゴリーに分
類されることができた。グループ A には細胞毒性を全く示さずコラーゲンゲル
収縮を示す薬剤が属し (ID50<<LD50)、その中でも roscovitine、Y-27632 および
tyrphostin AG879 は強い活性を示した。グループ B にはわずかながらの細胞毒性
を有してコラーゲンゲル収縮を示す薬剤が属し (ID50<LD50)、simvastatin、BQ-123、
BQ-788 (エンドセリン受容体 B アンタゴニスト) 、LY294002 (PI3-K 阻害薬) お






Table 1 ID50 and LD50 values for various inhibitors of collagen gel contraction 
by pMT cells. 
 
Compounds ID50 with 0.5% FBS ID50 with 2% FBS LD50 
ID50<<LD50 
Roscovitine 1.23 7.50 - 
Y-27632 4.40 6.06 - 
Tyrphostin AG879 5.91 8.19 - 
Ethacrynic acid 2.64 >10.0  
Metrifudil 6.09 >10.0 - 
N6-(2-Amino-phenyl)ethyladenosine 9.65 >10.0 - 
N6-Cyclohexyladenosine 10.0 >10.0 - 
Nitrendipine 9.65 >10.0 - 
Wortmannin 10.0 >10.0 - 
ID50<LD50 
H-7 5.78 9.65 >10.0 
Sodium pravastatin 10.0 10.0 >10.0 
Simvastatin 2.07 4.04 >10.0 
BQ-123 3.56 8.93 >10.0 
BQ-788 3.05 7.88 >10.0 
LY294002 3.98 10.0 >10.0 
CGS15943 2.28 3.00 >10.0 
15-Deoxy prostaglandin J2 3.21 7.33 >10.0 
ID50>LD50 
CP55940 2.51 6.80 7.84 
BIM I 2.57 3.40 7.21 
Chelerythrine chloride 0.49 0.44 0.52 
Ouabain 0.06 0.36 0.07 
Okadaic acid 0.08 0.07 0.05 








ーゲンゲル収縮を抑制する薬剤  (roscovitine、Y-27632、 tyrphostin AG879、




本研究では、FBS と PDGF-BB がコラーゲンゲル収縮を促進させたが、その
他に PMA や TGF-β1 にも同様の促進作用があることをデータには示していない
が確認している。pTM 内の PKC を幾つかのサイトカインが活性化させることが
報告されているため (Alexander et al., 2001)、サイトカインが同受容体に結合す
ると PKC を活性化させ、線維柱帯組織を収縮させる可能性が示唆されている。
PKC は細胞の透過性、収縮、異動、増殖、分化、腫瘍転移とアポトーシス等に
関与することが明らかである (Newton, 1995; Newton, 1997)。PKC にはアイソフ
ォームが存在し、PKC-α、-β1、-β2 と λ の conventional あるいは classical PKCs、
PKC-δ、-ε、-η および θ の novel PKCs、PKC –ζ、-τ、-μ および υ の atypical PKCs
の 3 つに分類されているが、どのアイソフォームがコラーゲンゲル収縮に関与
するか不明である (Mellor et al., 1998; Dempsey et al., 2000)。Ca2+依存性の PKC-α
と Ca2+非依存性 PKC-ε が線維柱帯組織や毛様体筋に分布している (Wiederholt et 
al., 1997; Gills et al., 1998; Thieme, et al., 1999; Khurana et al., 2003)。これら PKC ア
イソフォーム阻害薬が将来の新しい緑内障治療薬の開発に繋がるかもしれない。 
コラーゲンゲル収縮を抑制した Y-27632 (ROCK 阻害薬)、H-7 および BIM I 
(serine/threonine kinase 阻害薬)、tyrphostin AG879 (tyrosine kinase)、LY294002 
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(phosphoinositide 3-kinase：PI3-K 阻害薬）、roscovitine (cyclin-dependent kinase：CDK
阻害薬) の中で、Y-27632 と tyrphostin AG879 については過去にも異なる実験方
法で報告されており  (Wiederholt et al., 1998; Stumpff  et al., 1999; Koga et al., 
2006; Ramachandran et al, 2011)、今回の研究成果と一致していた。Y-27632 は可
逆的な細胞形態の変化 (Rao et al., 2001)、MLC のリン酸化の減弱 (Thieme et al., 
2000) 、アクチン束の破壊および接着斑形成の阻害 (Honjo et al., 2001)、in vitro
では毛様体筋断片を用いたカルバコール収縮の阻害等を示すことが報告されて
いる (Honjo et al., 2002)。また動物眼にて房水流出促進や眼圧下降作用を示すこ





H-7 および BIM I のような Serine/threonine PKC 阻害薬も、Y-27632 と同様に
細胞形態の変化や細胞骨格の調節を誘導することが報告されている (Gills et al., 
1998; Liu et al., 2001; Khurana et al., 2003)。これらの変化は器官培養や動物眼を用
いた研究で房水流出の促進や眼圧下降させる要因の一つと考えられている 
(Tian et al., 1999)。しかしながら Y-27632 と異なり、今回の研究より 10-6 M 以上
の濃度でコラーゲンゲル収縮を抑制したが、その機序に細胞毒性が関与するこ
とが示唆されている。別の PKC 阻害薬である chelerythrine chloride もコラーゲン
ゲル収縮を強く抑制したが、H-7 および BIM I と同様に細胞毒性が関与すること
が今回の実験結果より示唆された。Chelerythrine chloride が眼圧下降作用を示す
報告はないが、線維柱帯組織断片を弛緩させることが報告されている 




今回の研究成果より、コラーゲンゲル収縮を抑制した tyrphostin AG 879 の房
水流出もしくは眼圧に関する報告は今の所なされていない。一方、別の tyrosine 
kinase阻害薬である tyrphostin 51 および genistein がカルバコールによる牛由来線
維柱帯組織断片の収縮を抑制することが報告されている (Wiederholt et al., 1998)。
しかしながら、種々の tyrphostin が房水流出を促進しない報告もある (Volberg et 
al., 2002)。今回の実験結果では、tyrphostin AG 879 以外の tyrosine kinase 阻害薬
はコラーゲンゲル収縮を抑制しなかった (genistein、tyrphostin AG82、tyrphostin 
AG490、tyrphostin AG494、tyrphostin AG527、tyrphostin AG555 および tyrphostin 
AG1296)。したがって、tyrosine kinase 阻害薬が緑内障治療薬になりうるか今の
所一致した見解がなく、今後の研究を待たなければならない。 
CDK 阻害薬である roscovitine が現在までに緑内障研究に応用された報告が
ない。今回の実験結果より、CDK が線維柱帯組織の収縮弛緩を調節することが
示唆されたため、前述の通り PKC 阻害薬や ROKC 阻害薬と同様、新しい緑内障




一方、Na+, K+-ATPase 阻害薬 (ethacrynic acid および ouabain)、Ca2+-ATPase
阻害薬 (thapsigargin)、HMG-CoA 還元酵素阻害薬 (pravastatin および simvastatin) 
も、10-5 M の濃度でコラーゲンゲル収縮を抑制した。例えば、ouabain はコラー
ゲンゲル収縮を強く抑制したが、強い細胞毒性を示した。ethacrynic acid および
ouabain が線維柱帯における細胞骨格変化や眼圧を下降させることが知られてい









(Wilson et al., 2004) や黄斑症 (Klein et al., 2003)、白内障 (Smeeth et al., 2003)、眼
内出血 (Fraunfelder et al., 2004) に対してスタチン類が有効と報告されている。
また、スタチン類を継続的に服用した患者では緑内障発達の危険率が低下して
いる (McGwin et al., 2004)。しかし、眼圧調節とスタチン類の関連性がまだ明ら
かとなっていない。ROCK 阻害薬による rho の直接的不活性化と同様、イソプレ
ニル化による rho の活性化をスタチン類が間接的に抑制して、恐らく眼圧調節に
関与しているのではないかと推察されている (Laufs et al., 2002)。 
エンドセリン、アデノシン、カンナビノイド受容体のアゴニスト/アンタゴ
ニストも、線維柱帯の収縮を抑制することが報告されている (Choritz et al., 2005; 
Stumpff et al., 2005)。エンドセリン-1 (ET-1) は眼圧および線維柱帯組織の収縮弛
緩に対して二相性の作用を示すが (Lepple-Wienhues  et al., 1991; Taniguchi et al., 











考察がなされている (Shearer et al., 2002)。カンナビノイド受容体アゴニストが眼
圧を下降させることが報告されているが、恐らく房水流出を促進させていると
考えられている (Beilin et al., 2000)。カンナビノイド受容体アゴニストが有力な
緑内障治療薬になりうるが、眼圧下降作用と中枢神経系の作用を分離させるこ
とが非常に難しく、現時点で緑内障治療薬としての開発はされていない 
(Jarvinen et al., 2002)。イオンチャネル (L 型もしくは T 型のカルシウムチャネル
および KATP チャネル)、アドレナリン受容体 (αとβ)、GABA 受容体 (A～C) 、
プロスタグランジン FP 受容体、ドパミン受容体に関与するアゴニスト/アンタゴ
ニストが今回の 3 次元コラーゲン培養法では明確な反応性を示さなかった。 
以上より、ブタ由来線維柱帯から線維柱帯細胞の初代培養法およびブタ由来
線維柱帯細胞を用いた 3 次元コラーゲンゲル培養方法を確立した。同方法を用
いて各種薬剤をスクリーニングし、CDK 阻害薬 (roscovitine)、ROCK 阻害薬 







第 2 章 ウサギ正常眼圧および網膜神経節細胞障害に対する cyclin 依存性 kinase







考えられている (Liton et al., 2006)。その結果、房水流出路での房水排出が円滑
に行われず、房水産生と房水流出のバランスが破綻し、眼圧が高まると考えら
れている (Leske, et al., 1995; Gordon et al., 2002)。さらに、眼圧上昇により、酸化
ストレス、虚血、興奮毒性、小胞体ストレス等が網膜神経節細胞に加わり、同
細胞死に至ると考えられている (Yasukawa  et al., 2001; Shimazawa et al., 2007; 
Masuda et al., 2010)。したがって、眼圧下降作用だけではなく、種々のストレス
で誘導された網膜神経節の細胞障害に対して予防や保護することが緑内障治療
に大いに役立つと考えられる。 
そこで、前章で記述した通り、CDK 阻害薬の roscovitine がブタ由来の線維
柱帯細胞のコラーゲンゲル培養法でコラーゲンゲル収縮を強く抑制したことか
ら、眼圧下降や房水流出を促進させる可能性が示唆された。種々のストレス 
(Katchanov et al., 2001; Kato et al., 2003; Byrnes et al., 2007) に対して発現上昇し、
アポトーシスや興奮毒性 (Knockaert et al., 2002; Rashidian et al., 2007; Timsit et al., 
2007) にも関わる CDK のアイソフォームである CDK2、CDK4 と CDK5 を
roscovitine が阻害することが報告されている。そのため、roscovitine が網膜神経












雄性のニュージーランド白色ウサギ  (2.5-3.4kg) は北山ラベス株式会社 
(Nagano, Japan) より購入した。Association of Vision Research in Ophthalmology 
(ARVO) で承認されている眼科用研究における動物使用のガイダンスに従い飼
育し、以下の実験に使用した。なお、12 時間の明暗サイクル下 (朝 8 時に点灯、
夜 8 時に消灯するサイクル) で白色ウサギを飼育した。Roscovitine の R アイソ
マーは、Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA) から購入した。Roscovitine の S アイ
ソマーは、EMD Chemicals La Jolla (CA, USA) から購入した。ポリエチレングリ
コール 4000 と tunicamycin は、和光純薬工業株式会社 (Osaka, Japan) より購入し
た。オキシブプロカイン塩酸塩点眼液 (商品名はネオベノール点眼液 0.4%) は、
株式会社日本点眼薬研究所 (Aichi, Japan) より購入した。マウス由来の網膜神経
節株細胞 (RGC-5) は、UNT Health Science Center の Neeraj Agarwal 博士 (Fort 
Worth, TX, USA) により供与された。DMEM は、ナカライテスク株式会社 (Kyoto, 
Japan) より購入した。グルコース不含の DME、Hoechst 33342 および propidium 
iodide (PI) は、Invitrogen  (Carlsbad, CA, USA) より購入した。FBS は、Valeant 
Pharmaceuticals (Costa Mesa, CA, USA) より購入した。ペニシリンとストレプト
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の実験に使用した。Roscovitine の両アイソマーを 50 µL ずつウサギの左眼に点
眼し、僚眼である右眼には 4%のポリエチレングリコール 4000 水溶液を同量点
眼した。13 時に点眼し、点眼後 5 時間まで眼圧測定を行った。眼圧測定する際
には、オキシブプロカイン塩酸塩点眼液にて局所麻酔を施した。 
 
2-3 RGC-5 を用いた脱酸素・脱グルコース (oxygen and glucose deprivation：
OGD) ストレス 
RGC-5 は 10%FBS、100 U/mL ペニシリンおよび 100 µg/mL カナマイシンを
含む DMEM で 37℃ (95%空気-5%炭酸ガス、100%湿度の条件下) で培養し、3
ないし 4 日間毎にトリプシン処理して継代した。 
OGD ストレスで低酸素細胞障害を誘導した。すなわち、2.0x103 個/ウェルで
96 穴カルチャープレートに RGC-5 を播種後、37℃ (95%空気-5%炭酸ガス、100%
湿度の条件下) で 24 時間培養した。OGD ストレスはグルコース不含の DMEM
で細胞を洗浄後、同 DMEM に置き換えて、低酸素条件下 (94%窒素-5%炭酸ガ
ス-1% 酸素) でさらに 37℃、4 時間培養した。終了後、4.5 mg/mL のグルコース、
1%の FBS を含む DMEM に置き換えて、元の培養条件 (95%空気-5%炭酸ガス、
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100%湿度の条件下) に戻して、37℃、16 時間追加培養した  (再酸素化)。
Roscovitine の両アイソマーを OGD 処置後に添加し、16 時間培養後の細胞生存
率を定量した。 
 
2-4 RGC-5 を用いた tunicamycin 誘導小胞体ストレス 
Tunicamycin 誘導小胞体ストレスにより細胞障害を誘導した。すなわち、
1.0x103 個/ウェルで 96 穴カルチャープレートに RGC-5 を播種後、10%FBS、 
100 U/mLペニシリンおよび 100 µg/mLカナマイシンを含むDMEMで 37℃ (95%
空気-5%炭酸ガス、100%湿度の条件下) で 24 時間培養した。1%FBS と roscovitine
の両アイソマーを含む DMEM に置き換えて、1 時間培養後、最終濃度 2 µg/mL
の tunicamycin になるように 96 穴カルチャープレートに加えて 27 時間追加培養
した。培養終了後の細胞生存率を定量した。 
 
2-5 Hoechst 33342 と propidium iodide による二重染色 
細胞生存の評価はHoechst 33342と propidium iodide (PI) による二重染色で行
った。前述した OGD ストレスと tunicamycin 誘導小胞体ストレスを roscovitine
の両アイソマー存在下 RGC-5 に負荷した後、Hoechst 33342 もしくは PI を最終
濃度 8 µM もしくは 1.5 µM になるよう 96 穴カルチャープレートに加えて 15 分
間培養した。 
励起波長 360 nm、蛍光波長 490 nm で観察可能な Hoechst 33342 は蛍光フィ
ルター (DP30BW、オリンパス株式会社) (Tokyo, Japan)、励起波長 535 nm、蛍光
波長 617 nm で観察可能な PI は蛍光フィルター (U-MWIG、オリンパス株式会社) 





データは平均値±標準誤差で示し、SAS Institute Japan 株式会社の Stat view 
(version5.0, Cary, NC, USA) を用いて、対のある t-検定もしくは Dunnet の t-検定
による ANOVA で統計解析し、危険率 5%水準で有意差ありと判定した。 
 
第3節 実験結果 


























Fig. 10 Effects of the S-isomer (A) and R-isomer (B) of roscovitine on 
intraocular pressure. 
Roscovitine S-isomer and R-isomer significantly lowered IOP at 1, 2, 3 and 4 h 
after administration when compared to the control eyes. Data were shown as 









(Fig. 11A と Fig. 11C)。1 µM の S 体 roscovitine は細胞障害を有意に抑制した 
(Fig. 11B)。一方、0.01-1 µM の R 体 roscovitine で前処置しても OGD ストレスに
伴う細胞障害を抑制しなかった (Fig. 11D)。1 µM の R 体 roscovitine はむしろ細
胞障害を有意に増悪した (Fig. 11D)。また、1 µM の R 体と S 体 roscovitine を単





Fig. 11 Effects of the R-isomer and S-isomer of roscovitine on cell damage 
induced by oxygen–glucose deprivation (OGD) in RGC-5 cell cultures.  
A and C showed representative fluorescence microscopy image of Hoechst 33342 
and PI staining (OGD for 4 h and reperfusion for 16 h later). B showed the 
roscovitine S-isomer had no effect at 0.01 or 0.1 µM on RGC-5 cell death induced 
by OGD, but showed a significant protective effect at 1 µM. D showed the 
roscovitine R-isomer had no effect at 0.01 or 0.1 µM on RGC-5 cell death induced 
by OGD, but strongly promoted cell death at 1 µM. Data were shown as mean ± 
SE (n = 6). ##P < 0.01 versus control (Student’s t-test or Welch’s t-test). *P < 0.05, 
and **P < 0.01 versus vehicle plus OGD treated group (Dunnett’s test). Scale bar 








RGC-5 を Hoechst33342 と PI で染色した画像を Fig. 12 に示した。OGD ストレス
の結果と同様、1 µM の S 体 roscovitine は細胞障害を有意に抑制した (Fig. 12A
と Fig. 12B)。一方、0.01-1 µM の R 体 roscovitine で前処置しても OGD ストレス
に伴う細胞障害を抑制しなかった (Fig. 12C と Fig. 12D)。1 µM の R 体 roscovitine





Fig. 12 Effects of R-isomer and S-isomer of roscovitine on cell damage 
induced by tunicamycin in RGC-5 cell cultures. 
A and C Representative fluorescence microscopy image of Hoechst 33342 and PI 
stained cells (added 27 h after tunicamycin treatment). B showed the roscovitine 
S-isomer at 0.01 or 0.1 µM had no effect on RGC-5 cell death induced 
bytunicamycin and showed a significant protective effect at 1 µM. D showed the 
roscovitine R-isomer at 0.01 or 0.1 µM had no effect on RGC-5 cell death induced 
by tunicamycin and strongly promoted cell death at 1 µM. Data were shown as 
mean ± SE (n = 6). ##P < 0.01 versus control (Student’s t-test or Welch’s t-test). 
*P < 0.05, and **P < 0.01 versus vehicle plus tunicamycin treated group 






CDK 阻害薬の roscovitine には R 体と S 体のアイソマーがあり、両アイソマ
ーを正常なウサギに単回点眼したところ、いずれも有意な眼圧下降作用を示し
た。また、OGD ストレス誘発網膜神経節細胞障害と tunicamycin 誘導小胞体スト
レスに対する両アイソマーの神経保護作用を検討したところ、S 体の roscovitine




成や分泌を司る組織であり (Yun et al., 1989)、眼圧を制御する機能を果たしてい
ると考えられている。Roscovitine が阻害する酵素、CDK は線維芽細胞 (Nho et al., 
2011) やメサンギウム細胞 (Schöcklmann et al., 2000) に発現するⅠ型コラーゲ




これら阻害物質が緑内障の網膜 glia 細胞で低下しており、一方 TGF-βや結合組
織増殖因子 (connective tissue growth factor ：CTGF) 等の線維化を促進する因子
の活性化が報告されている (Kirwan  et al., 2005; Chen et al., 2010)。内因性の
CDK 阻害物質は CDK1、CDK2、CDK4 その他 kinase を阻害する。緑内障患者の
SNP解析より、p16INK4aおよび p14ARFをエンコードする遺伝子のCyclin-dependent 
kinase inhibitor 2A (CDKN2A) および p15INK4b をエンコードする遺伝子 CDKN2B
に変異が起きている事が報告されている (Takamoto et al., 2012)。すなわち、緑内








CDK のアイソフォームである CDK2、CDK4 および CDK5 が虚血状態にて神
経細胞死を誘導することが報告されている (Katchanov et al., 2001)。今回の研究
より、S 体の roscovitine がこれら CDK アイソフォームを阻害し、保護作用を示




れない。とくに CDK2 は細胞周期の G1/S 期を停止させ、過剰に活性化すると細
胞死を誘導し、CDK2 の阻害薬がアポトーシスを促進させる Bcl-xs をアップレ
ギュレートさせることが報告されている (Chae et al., 2008)。したがって、基質に
対する阻害活性の程度がRGC-5の細胞死に重要であると考えられる。Roscovitine














者 4,000 人のうち、期間内死亡・転出者が 130 人あったため対象者は 3,870 人で、
このうちの受診者 3,021 人 (受診率 78.1％) を対象とした疫学研究]) の結果、
POAG (広義) が 3.9%存在し、このうち眼圧が 21 mmHg 以下の正常眼圧緑内障 
(normal tension glaucoma，NTG) の割合が 3.6%、21 mmHg を越える POAG (狭義) 
の割合が 0.3%であった (Iwase et al., 2004) 。このような背景の中、21mmHg 以
下の眼圧が大多数を占める NTG 患者の治療法は、POAG 患者と同様に眼圧を下
降させることで視野障害の進行を抑制することが第一選択になっている (Araie 





剤で、キサラタンという商品名で販売されている。1 日 2 回の点眼で投与される
チモロールマレイン酸塩と比べて、1 日 1 回の点眼で投与されるラタノプロスト
は強い眼圧下降作用を示すことが大きな利点である (Hotehama et al., 1993; 




いる (Kashiwagi et al., 2008)。 
緑内障は慢性疾患のため一旦罹患すると、患者は緑内障治療薬を点眼し続け
なければならない。しかしながら、長期間の緑内障治療薬の点眼により、眼局
所における副作用が問題となる事が見受けられる (Inoue et al., 2003; Baffa et al., 
2008)。2008 年、欧州 4 か国にある多施設が防腐剤を含む点眼液と防腐剤を含ま
ない点眼液を点眼した緑内障患者における眼局所に発現した副作用の差異を報







液に配合されている。一方、in vitro および in vivo の研究で、BAK が涙液層、角
膜と結膜の前眼部組織、線維柱帯等の眼組織に悪影響を及ぼすことが多数報告
されている (Miyake et al., 2003; Epstein et al., 2009; Ammar et al., 2011; Georgiev et 
al., 2011; Sarkar et al., 2012; Stevens et al., 2012）。 













BAK を含むラタノプロスト (キサラタン) は、ファイザー株式会社 (Tokyo, 
Japan) より購入した。BAK を含まないラタノプロスト (ラタノプロスト点眼液
0.005%「NP」: NP) は、ニプロ株式会社(Osaka, Japan) より購入した。BAK は、
東京化成工業株式会社(Tokyo, Japan) と MP Biomedicals (California, USA) より購
入した。Trolox は、Enzo Life Science (Plymouth Meeting, PA, USA) より購入した。
SV-40 で株化させたヒト由来の角膜上皮株細胞 (human corneal epithelial cells : 
HCECs)、は理化学研究所バイオリソースセンター (Ibaraki, Japan) より購入した。
ジメチルスルフォキシドと過酸化水素は、和光純薬工業社 (Osaka, Japan) より
購入した。インスリン、トランスフェリンおよびセリン混合物は、ITS-G の商品
名として Life Technologies (California，USA) より購入した。組み換え体ヒト由
来の上皮成長因子  (recombinant human epidermal growth factor : EGF) は、
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA) より購入した。WST-8 試薬は、生化学工業株
式会社(Tokyo, Japan) より購入した。ケタラールは、第一三共プロファーマ株式
会社(Tokyo, Japan) より購入した。 
 
2-2 動物 
4 歳以上の雄性カニクイザルを 10 頭、今回の研究に用いた。12 時間の明暗












2-4 BAK を含むラタノプロストと NP を用いた細胞毒性試験 (in vitro) 
2.0x104 個/ウェルで 96 穴カルチャープレートに HCECs を播種後、0.5%ジメ
チルスルフォキシド、5 μg/mL インスリン、2.75 μg/mL トランスフェリン、3.35 
ng/mL セレン、10 ng/mL の EGF および 5%FBS を含む DMEM と Ham’s F12 の各
培地を等量混合した supplemental hormonal epithelial medium (SHEM) 培地に 37℃ 
(95%空気-5%炭酸ガス、100%湿度の条件下) で 24 時間培養した。培養後、0.002% 
BAK を含むラタノプロスト、NP および 0.02% BAK を 1、2、5、10 分間、同プ
レートに添加し、HCECs と接触させた。接触後、培地を除去し、再度 SHEM 培
地で 37℃ (95%空気-5%炭酸ガス、100%湿度の条件下) 、24 時間培養した。24
時間後、SHME 培地 9 に対して WST-8 試薬 1 の比で混合した WST-8 溶液を 100 
µLずつ同プレートに添加し 2時間インキュベートし、450 nmの吸光度を測定し、
その値を生細胞数としてみなした。 
一方、6.0x103 個/ウェルで 96 穴カルチャープレートに HCECs を播種して、
24 時間 SHEM 培地で培養後、SHEM 培地で 100 倍、300 倍、500 倍、1000 倍に
希釈した BAK を含むラタノプロストおよび NP そして 0.02%BAK 溶液を同プレ




2-5 BAK を含むラタノプロストと NP を用いた薬理学試験 (in vitro) 
前項で記述した通り、2.0x104個/ウェルで 96 穴カルチャープレートに HCECs
を播種後、24 時間培養した。培養後、BAK を含むラタノプロストおよび NP、
0.02%BAK、0.000066% BAK (BAK を含むラタノプロストを 300 倍希釈した際の
BAK 量に相当) もしくは trolox で 1 時間前処置した後、0.3 mM の過酸化水素を














methodの変法で評価した (Hackett et al., 1991)。58日目の最終点眼後1時間経過し
た時点で、ケタラールをサルに筋肉内投与して全身麻酔後、房水を採取した。







全ての操作はヘルシンキ宣言を遵守して実施した。12 人の 20-24 歳の日本人 
(健康成人男性志願者) を無作為に 6 名ずつ 2 群に分けた 2 群 2 期のクロスオー
バー試験 (非遮蔽) を計画し、BAKを含むラタノプロストとNPを単回点眼した。
休薬期間は 7 日間とした。眼圧測定は点眼直前、点眼後 2、4、6、8、12、14、
24 時間目に行った。最高眼圧変化値 (ΔCmax0-24h) と眼圧変化値-時間曲線下面積 
(ΔAUCmax0-24h) を薬力学的パラメーターとした。後発医薬品の生物学的同等性
試験ガイドラインを参考に同等性を判定した。すなわち、BAK を含むラタノプ
ロストと NP の生物学的同等性判定パラメーターの対数値の平均値の差の 90％




In vitro の試験結果で得た値は平均値±標準誤差で示した。2 群間の差異は両
側の Student の t 検定を採用した。Dunnett 検定は多重比較する場合に採用した。
房水中のラタノプロスト遊離酸の定量値は平均値±標準偏差 で示した。分散分
析後、Student もしくは Aspin-Welch の t 検定を採用した。 
 
第3節 実験結果 
3-1 BAK を含むラタノプロストと NP を用いた細胞毒性試験 (in vitro) 
BAK を含むラタノプロスト、NP および 0.02%BAK を 1、2、5、10 分間、




これに対して、NP の細胞生存率は、1 分間接触で 106.2%、2 分間接触で 87.1%、
5 分間接触で 76.6%、10 分間接触で 67.5%であった。加えて、SHEM 培地で希釈
した BAK を含むラタノプロストおよび NP を 12 時間接触させた場合の結果を





Fig. 13 Cytotoxicity of latanoprost, 0.02% BAK and NP on HCECs.  
A showed HCECs were exposed for 1, 2, 5 and 10 min by each samples. Data 
represented the percentage of PBS-treated cell viability. Each value was expressed 
the mean (n = 12). B showed HCECs were exposed for 12 h by each agent. Data 
represented the percentage of SHEM-treated cell viability. Each value was 
expressed the mean ±SE (n = 6). ##P < 0.01 versus control (Dunnet’s test). **P < 





3-2 BAK を含むラタノプロストと NP を用いた薬理学試験 (in vitro) 
過酸化水素による酸化ストレスをHCECsに負荷した場合のBAKを含むラタ
ノプロストおよび NP の保護効果を Fig. 14 に示した。300 倍に希釈した BAK を
含むラタノプロストは、酸化ストレスに対して作用がなかったが、同じく 300
倍に希釈した NP は酸化ストレスに対して有意に保護効果を示した。一方、0.02% 
BAK および 0.000066% BAK は酸化ストレスを増悪させた。 
Fig. 14 Effect of latanoprost, NP, BAK and Trolox on cell damage induced by 
H2O2 in HCECs.  
HCECs were damaged by H2O2 (0.3 mM). HCECs were pretreated 
300-fold-diluted latanoprost, NP, 0.02%, 0.000066% BAK, and Trolox. Data 
represented the percentage of PBS-treated cell viability. Each value was expressed 
the mean ± SE (n = 6). ##P < 0.01 versus control (t-test). *, **P < 0.05, 0.01 versus 





圧に対する有効性と安全性および房水中のラタノプロスト遊離酸濃度 (in vivo) 
正常なカニクイザルに BAK を含むラタノプロストと NP を 8 週間単回点眼
後の眼圧の推移を Fig. 15 に示した。点眼前の眼圧が 20.14 ± 2.65 mmHg であった
が、BAK を含むラタノプロストを点眼後 4 時間目と 6 時間目に最大下降作用を
示した。NP の場合も同様に、点眼前の眼圧が 20.60 ± 2.30mmHg が点眼後 4 時間
目と 6 時間目に最大下降作用を示した。反復点眼期間中の眼圧変動幅は BAK を
含むラタノプロスト点眼群で 1.74～2.60 mmHg、NP 点眼群で 2.34～3.52 mmHg
であった。最大眼圧下降値は BAK を含むラタノプロスト点眼群で 3.54 ± 0.58、








Fig. 15. Time course of the change in intraocular pressure (IOP) of 
normotensive male cynomolgus monkeys after repeated instillation of 
latanoprost with or witout BAK. 
IOP-lower effects of 0.005% latanoprost with or without BAK ophthalmic 
solutions was followed for 8 weeks. Each point was expressed the mean ± SD (n = 





房水中のラタノプロスト遊離酸量を Table 2 に示した。BAK を含むラタノプ




Table 2 Concentrations of latanoprost free acid in aqueous humor (ng/mL). 













ラメーターを Table 3 に示した。最高眼圧変化値 (ΔCmax0-24h) は BAK を含むラ
タノプロスト点眼群で 3.08 ± 1.38 mmHg、NP 点眼群で 3.25 ± 1.06 mmHg であっ
た。BAK を含むラタノプロストと NP の生物学的同等性判定パラメーターの対
数値の平均値の差の 90％信頼区間が 81.22%～116.85%となり、両剤は生物学的
に同等と判定された。眼圧変化値-時間曲線下面積 (ΔCmax0-24h) は BAK を含む
ラタノプロスト点眼群で 39.67 ± 26.83 mmHg·h、NP 点眼群で 43.00 ± 19.77 
Animal No. Latanoprost NP 
1 39.96 12.71 
2 18.93 14.46 
3 38.37 17.32 
4 23.58 16.94 
5 13.33 14.88 
Mean 26.83 15.26 
SD 11.84 1.89 
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Table 3. 90% confidence interval for ⊿Cmax0-24h and ⊿AUC0-24h values 
(log transformed). 
 
Parameters Latanoprost NP 90% confidence interval 
⊿Cmax0-24h (mmHg) 3.08 ± 1.38 3.25 ± 1.06 81.22 - 116.85% 






BAK を含まないラタノプロスト後発品と BAK を含むラタノプロスト (キサ
ラタン) を用いたサルおよびヒトの正常眼圧に対する有効性と安全性を in vitro






日本で 2000 年から 2008 年までに処方された緑内障治療薬を調査したところ、
プロスタグランジン誘導体が全体の 40-45%占めている (Kashiwagi, 2010)。数あ
るプロスタグランジン誘導体の点眼液の中で、ラタノプロスト点眼液が長い間
ファーストライン (第一選択薬) となっており、後発品や類薬が登場した現在で
も同様である (O'Donoghue, 2000; Zhang et al., 2001; Tsukamoto et al., 2002; Chen et 




剤の減量や不含を求める需要が高まってきている (Baudouin et al., 2010)。近年、
BAK を不含とするプロスタグランジン誘導体の有効性や安全性に関する報告が
なされており、眼局所の副作用の発現率も低下している(Hommer, et al., 2010; 
Katz  et al., 2010; Mirza et al., 2010; Miyashiro et al., 2010)。 
キサラタン点眼液の後発品の一つであるラタノプロスト点眼液 0.005%「NP」
は 2010 年 11 月以降、日本でのみ発売されている。同点眼液は防腐剤フリーを
56 
 
可能にした点眼容器 (NP 容器) に充填されている。NP 容器は通常使用されてい
る点眼容器と比べて、部材が多く、5 つの部材 (キャップ、ノズル、ハウジング、
エラストマーとボトル) から構成されている (Fig.16)。ノズル、ハウジングとエ










Fig. 16. None-preservative multi-dose container (NP container) 
A showed structural attribute of NP container. The NP container consisted of 5 
parts, cap, nozzle, housing and container. B was concept illustration of 
characteristics of Nozzle Unit. 
 
緑内障治療薬を用いた細胞毒性に関して多数報告されているが、その要因の
一つが配合されている防腐剤と考えられている (Baudouin et al., 2007; Ayaki et al., 
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なった。プロスタグランジン誘導体が in vitro の研究にて細胞保護作用や抗酸化





















Fig. 17. Relationship between maximal reduction IOP and latanoprost free 
acid concentration in aqueous humor in normotensive cynomolgus monkeys.  
Each dot represented individual data. 
 
健常者へBAKを含むラタノプロストとNPを単回点眼した場合の最高眼圧変





































第 1 章では、ブタ由来線維柱帯細胞を用いた 3 次元コラーゲンゲル培養方法
を確立し、緑内障治療薬の探索研究を行った。 
1）ブタ由来線維柱帯から線維柱帯細胞の初代培養に成功した。 
2）ブタ由来線維柱帯細胞を用いた 3 次元コラーゲンゲル培養方法を確立した。 












ろ、異性体のうち S 体のみに保護作用が認められた。 
 
第 3 章では、点眼治療時に散見される副作用の軽減を図るべく、BAK を含
まない製剤設計をフィルター付の点眼容器を開発することで実現したので、
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acetylated low density lipoprotein   ：Ac-LDL 
Association of Vision Research in Ophthalmology ：ARVO 
basic fibroblast growth factor   ：FGF 
benzalkonium chloride     ：BAK 
connective tissue growth factor    ：CTGF 
cyclin-dependent kinase    ：CDK 
1,1’-dioctadecyl-3,3,3’,3’-tetramethylindocarbocyanine perchlorate 
      ：DiI 
Dulbecco’s Modified Eagle Medium  ：DMEM 
epidermal growth factor    ：EGF 
fetal bovine serum    ：FBS 
Hank’s Balanced Salt Solution   ：HBSS 
human corneal epithelial cells    ：HCECs 
liquid chromatography-mass spectrometry  ：LC/MS 
matrix metalloproteinase    ：MMP 
normal tension glaucoma    ：NTG 
oxygen and glucose deprivation   ：OGD 
myosin light chain kinase    ：MLCK 
primary angle closure glaucoma   ：PACG 
platelet-derived growth factor   ：PDGF 
phorbol 12-myristate 13-acetate   ：PMA 
phosphoinositide 3-kinase   ：PI3-K 
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porcine trabecular meshwork cells   ：pTM 
propidium iodide    ：PI 
recombinant human epidermal growth factor ：EGF  
Rho-associated protein kinase   ：ROCK 
secondary glaucoma    ：SG 
supplemental hormonal epithelial medium   ：SHEM 
transforming growth factor   ：TGF 
tissue inhibitors od matrix metalloproteinase ：TIMP 
